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eng gewundenen Schlauch ihre entgültige Form und Festigkeit. Die Trägersubstanz mit 
den bewegungslosen Spermatozoensträngen wird zu einer ca. 1,2 mm langen, dauerhaf­
ten und 17 Windungen umfassenden Spirale gedreht (Abb. 4 e u. f). 
Das Vas deferens führt peristaltische Bewegungen in Richtung Samenblase aus, die es 
den Spermatozoen im oberen Teil des Vas ermöglichen, gegen den Strom zu schwimmen. 
Die Trägersubstanz mit den bewegungslosen Spermatozoensträngen wird im unteren Teil 
des Vas durch diese Bewegung passiv zur Samenblase befördert. Die fertigen Spermio-
zeugmen werden in der Samenblase bis zur Kopulation gespeichert (Abb. 4 g). 
Während der Kopulation wird aus dem Sekret der Anhangsdrüse der Männchen in 
der Bursa copulatrix der Weibchen von Abax ater eine mit Spermiozeugmen gefüllte 
birnenförmige Spermatophore gebildet, deren halsförmige Öffnung in das Receptaculum 
seminis mündet (Abb. 4 h). Bei den Carabiden liegt also ein besonders komplizierter 
Mechanismus der Spermaübertragung vor. Die Spermatozoen werden zunächst auf einer 
Trägersubstanz zu Spermiozeugmen gebündelt und diese dann noch durch das Sekret der 
Anhangsdrüse der Männchen in eine Spermatophore eingehüllt. 
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Untersuchungen zur Cytotopik und Struktur der Proteinsynthese-
Systeme in der Thoraxmuskulatur von Locusta migratoria 
Cytotopical and structural studies of the protein synthesizing systems 
in thoracic muscles of Locusta migratoria 
W . KLEINOW, W . NEUPERT und F . M I L L E R 0 
Institut für Physiologische Chemie und Physikalische Biochemie und Institut für Zellbiologie 
der Universität München 
Abstract 
Ribosome like particles have been identified in the mitochondrial matrix as well as in the 
cytosol of Locusta migratoria thoracic muscles. After isolation and negative staining, ribosomes 
from both compartments show similar substructures, mitochondrial ribosomes being smaller in 
diameter by 20-40 Â. Biochemical characterization of the particles reveals further differences. 
Cytosolic ribosomes display a sedimentation constant of 80 S, their R N A has molecular weights 
of 1.5 and 0.7 X IO6 D and a 5-S-RNA is present. In contrast mitochondrial ribosomes show 
a sedimentation constant of 60 S, their R N A has molecular weights of 0.52 and 0.25 X 10° D 
* Diese Arbeiten wurden aus Mitteln der D F G (Schwerpunktprogramm Biochemie der Morpho­
genese) gefördert. Wir danken Herrn Prof. Dr. Tu. BÜCHER für stete Unterstützung, und Fräulein 
H E I D E R O T H E für umsichtige und gewissenhafte technische Assistenz. 
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and no 5-S-RNA can be found. Cytosolic ribosomes exhibit sensitivity against cycloheximide 
whereas mitochondrial ribosomes are inhibited by chloramphenicol. Ribosomes of the 60-S-type 
seem to be peculiar to mitochondria of metazoa. 
In den Zellen eukaryoter Organismen kommen mehrere Proteinsynthesesysteme ne­
beneinander vor. Neben dem kerngesteuerten, im Cytosol lokalisierten System, existieren 
weitere, davon verschiedene Systeme in bestimmten Organellen, nämlich Mitochondrien 
(1, 4, 19) und Chloroplasten (21). Der Grund dieser Multiplizität und die Art und 
Weise, wie die verschiedenen Systeme zusammenarbeiten, ist bisher nur in Ansätzen ge­
klärt. Im Fall der Mitochondrien ist es sicher, daß beide Systeme bei der Bildung der 
mitochondrialen Innenmembran zusammenwirken (11, 13, 14). Obwohl das intramito­
chondriale System dabei offensichtlich nur wenige Proteine beiträgt (20, 23), ist es doch 
essentiell für die Bildung der Mitochondrien und damit für das Leben obligat aerober 
Eukaryoten. Um dieses Zusammenwirken zu verstehen, ist es nötig beide Systeme in 
ihrer Struktur und Funktion kennenzulernen. Wir geben im Folgenden einen Abriß über 
unsere Versuche, cytosolische und mitochondriale Ribosomen aus Thoraxmuskeln von 
jungen (1 bis 6 Tage alten) Imagines von Locusta migratoria elektronenoptisch und bio­
chemisch zu charakterisieren. 
Die Ribosomen sind die morphologisch erfaßbaren Strukturen der Proteinsynthesesy­
steme in Cytosol und Mitochondrien. Abb. 1 zeigt das elektronenoptische Bild eines 
Abb. 1 : Längsschnitt durch den dorsalen Längsmuskel einer zwei Tage alten Imago von Locusta 
migratoria. Fixierung in 2 % Glutaraldehyd und 2 % Osmiumtetroxyd in 0,1 M Sörensenpuffer, 
p H 7,2; Eponeinbettung; Schnittfärbung mit Uranylazetat und Bleizitrat. 75 000 X . M . R. = 
Mitochondriale Ribosomen; C R . = Cytosolische Ribosomen. 
Schnittes durch den dorsalen Längsmuskel einer zwei Tage alten Imago von Locusta 
migratoria. Die in großer Anzahl vorhandenen cytosolischen Ribosomen sind im Raum 
zwischen Muskelfibrillen und Mitochondrien als Partikel mit einem Durchmesser von ca. 
180Ä erkennbar. Innerhalb der Mitochondrien ist die Anzahl entsprechender Partikel 
beträchtlich geringer, außerdem beträgt ihr Durchmesser nur 90-100 À. Nach Behan­
deln der Schnitte mit Ribonuklease oder Fixierung der Muskeln mit Kaliumpermanganat 
sind diese Strukturen nicht nachweisbar. Ein solches Verhalten ist von ribonukleinsäure-
haltigen Partikeln zu erwarten. (Glykogenpartikel bleiben nach Ribonuklease-Behand-
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lung erhalten. Sie sind vorwiegend in den I-Banden der Muskelfibrillen lokalisiert und 
haben Durchmesser um 200 Â.) 
Eine weitere Charakterisierung dieser intra- und extramitochondrialen Ribosomen 
setzt deren Isolierung voraus. Dies gelingt relativ leicht für die cytosolischen Riboso­
men: Die Muskelfasern werden durch Homogenisieren des gesamten Muskels aufge­
schlossen; durch Behandeln mit geeigneten Detergentien (Triton X 100) werden alle 
Membranstrukturen aufgelöst und die Ribosomen durch Zentrifugation abgetrennt (10). 
Zur Präparation der mitochondrialen Ribosomen ist zunächst die Isolierung der Mito­
chondrien nötig. Sie können als Zellbestandteile von spezifischer Dichte in einem Sac­
charosedichtegradienten durch Zentrifugation abgetrennt werden. Da die mitochondria­
len Ribosomen nur ca. 3 % der in der Zelle vorhandenen Ribosomen ausmachen, muß 
diese Abtrennung sehr sorgfältig erfolgen, um zu verhindern, daß die mitochondrialen 
von den cytosolischen Ribosomen überdeckt werden. Es stellte sich bei unseren Versu­
chen heraus, daß die Fraktionierung der Muskelzellen im Dichtegradienten bei Locusta 
nur gelingt, wenn zweiwertige Kationen, wie Mg + + und Ca + + vorher aus dem Homogenat 
entfernt wurden. Offensichtlich unterstützen solche Ionen den Zusammenhalt der Zell­
bestandteile und verhindern, daß sich die Mitochondrien davon ablösen können. Das 
Homogenat wird deshalb mit einem Puffer behandelt, der ÄDTA (Titriplex III, Merck) 
in hoher Konzentration (50 mM) enthält (8); ÄDTA bindet zweiwertige Kationen als 
Chelat. Das so behandelte Muskelhomogenat wird auf einen Gradienten aus 50 °/o und 
35 °/o Saccharoselösung geschichtet und 45 min bei 70 000 X g zentrifugiert. Nach 
Ablauf dieser Zeit finden sich die Mitochondrien sauber abgetrennt und quantitativ ander 
Grenze zwischen der 50 % und der 35 % Saccharoselösung. (Präpariert man das Homo­
genat dagegen ohne ÄDTA und in Anwesenheit von 10 mM Mg + + , so findet sich nur ein 
kleiner Teil der Mitochondrien - der außerdem mit cytosolischen Ribosomen stark ver­
unreinigt ist - in dieser Schicht, der größte Teil geht mit Kernen und Myofibrillen in 
das Gradientenpellet.) Aus den mit Hilfe von ÄDTA präparierten Mitochondrien kön­
nen Ribosomen durch Lysieren und Zentrifugieren gewonnen werden. 
Abb. 2 zeigt nebeneinander das elektronenmikroskopische Bild von isolierten, unfi-
xierten cytosolischen und mitochondrialen Ribosomen nach Darstellung durch Negativ-
Färbung mit 2 % ungepuffertem Uranylazetat. Die beiden Typen von Riboso­
men zeigen sehr ähnliche Strukturmerkmale. An beiden Partikeltypen kann eine Unter­
struktur wahrgenommen werden. Häufig ist der Spalt zu sehen, der die Teilung des 
Ribosoms in große und kleine Untereinheit markiert. Das Bild, das sich bei den einzel­
nen Partikeln bietet, hängt von ihrer jeweiligen Orientierung am Trägerfilm ab (16). 
Einige Bilder zeigen Frontalansichten, bei der die kleine Untereinheit in ganzer Länge 
auf der großen Untereinheit aufliegt, andere zeigen Lateralansichten - hier sitzt die 
kleine Untereinheit asymmetrisch auf der großen. Die zahlreichen mehr oder weniger nie-
renförmigen Bilder stellen Schrägprojektionen dar. Messungen an den verschiedenen An­
sichten ergeben für die cytosolischen Ribosomen Dimensionen von etwa 260 X 210 X 
200 Ä. Die mitochondrialen Ribosomen erscheinen etwas kleiner, sie messen etwa 220 X 
210 X 180 Â. Der Größenunterschied zwischen den beiden Ribosomentypen erscheint 
demnach bei Negativ-Färbung viel geringer als bei Positiv-Färbung im fixierten Muskel. 
Um weiteren Aufschluß über Struktur und Eigenschaften der mitochondrialen und 
cytosolischen Ribosomen zu erhalten, ist es nötig, physikalisch-chemische und biochemi­
sche Untersuchungsmethoden heranzuziehen. Dazu gehört in erster Linie die Untersu­
chung des Sedimentationsverhaltens in der Ultrazentrifuge. Wir haben diese Untersu­
chungen in der präparativen Ultrazentrifuge unter Verwendung von Sedimentationsgra­
dienten durchgeführt (10). Suspensionen der zu untersuchenden Ribosomen wurden über 
den Gradienten geschichtet und 4-5 Stunden zentrifugiert. Nach dem Lauf wurde der 
Gradient fraktioniert und photometrisch gemessen, wie weit die Partikel während der 
Zentrifugation gewandert waren. Abb. 3 zeigt Gradientenprofile von undissoziierten 
und von in Untereinheiten zerlegten mitochondrialen und cytosolischen Ribosomen, die 
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Abb. 2: Unfixierte Ribosomen aus der Thoraxmuskulatur von Locusta migratoria nach Negativ-
Färbung mit 2°/o wäßrigem Uranylazetat (16). 112 000 X . A) Cytosolische 80-S-Ribosomen; 
B) Mitochondriale 60-S-Ribosomen. 
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Abb. 3: Gradientenprofile von Ribosomen aus dem Thoraxmuskel von Locusta migratoria 
(nach 10). — φ — φ — Extinktion bei 260 nm; - - Ο - - Ο - - Extinktion bei 280 nm. 
A) Undissoziierte mitochondriale Ribosomen. B) Große und kleine Untereinheit der mitochon­
drialen Ribosomen. Der dritte Gipfel stellt eine Proteinverunreinigung dar, die die mitochondrialen 
Ribosomen begleitet. C) Undissoziierte cytosolische Ribosomen. D) Große und kleine Unter­
einheit der cytosolischen Ribosomen. 
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unter gleichen Bedingungen zentrifugiert wurden. Es ist ersichtlich, daß die cytosolischen 
Ribosomen beträchtlich schneller wandern als die mitochondrialen. Diese unterschiedli­
che Geschwindigkeit, mit der die Partikel sedimentieren, drückt sich in den Zahlenwer­
ten ihrer Sedimentationskonstanten aus. Diese Zahlenwerte wurden durch Vergleich der 
Wanderungsgeschwindigkeiten mit denen von Partikeln bekannter Sedimentationskon­
stante (Ribosomen und deren Untereinheiten aus Escherichia coli) ermittelt. Die Sedimen­
tationskonstante der cytosolischen Ribosomen aus Locusta wurde zu 80 S bestimmt, die 
der mitochondrialen zu 60 S. Die cytosolischen Ribosomen dissoziieren nach Magnesium­
entzug in Untereinheiten von 60 S und 40 S, die mitochondrialen in Untereinheiten 
von 40 S und 25 S. Ribosomen mit Sedimentationskonstanten um 80S sind charakteri­
stisch für das Cytosol eukaryoter Zellen. In Bakterien und in Mitochondrien von M i ­
kroorganismen (3, 4, 6) und Pflanzen (22) kommen Ribosomen mit Sedimentationskon­
stanten um 70 S vor. Ribosomen mit Sedimentationskonstanten von 55-60 S wurden 
bisher nur aus Mitochondrien von Vertebratenzellen beschrieben (2, 4, 5, 7, 17, 18). Das 
Auffinden solcher Ribosomen in den Mitochondrien von Locusta (9) ist ihr erster Nach­
weis bei einem Invertebraten und deutet darauf hin, daß dieser Ribosomentyp spezifisch 
für die Mitochondrien von Metazoen ist. 
Tab. 1 : Eigenschaften der Ribosomen im Thoraxmuskel von Locusta migratoria. (Die Angaben 
über Menge und Zahl der Ribosomen pro Thorax beziehen sich auf Werte, die für 1-6 Tage alte 
Imagines errechnet wurden.) 
Cytotopische Lokalisation mitochondrial cytosolisch 
1. Größter Durchmesser der Ribosomen 
a) unfixiert, negativ gefärbt 220-240 Â 260 Â 
b) im Schnitt, fixiert, positiv gefärbt 90-100 Â 180 A 
2. Sedimentationskonstanten 
a) undissoziierte Ribosomen 60S 80S 
b) Untereinheiten 40 S und 25 S 60 S und 40 S 
3. Molekulargewichte der ribosomalen 
hochmolekularen Ribonukleinsäuren 0,52 und 0,25 · 106 1,5 und 0,7 · IO6 
4. R N S : Protein in den Ribosomen (g/g) 1,1 : 1 (± 0,1) 1,06 : 1 (± 0,05) 
5. Molekulargewicht der Ribosomen 
(berechnet aus 3 und 4) 1,4-1,6 · 10ß 4,2 · IO6 
6. Ribosomale 5-S-RNS nicht nachweisbar vorhanden 
7. Dissoziation abgeschlossen bei Erniedrigung 
der Mg f +-Konzentration auf 
Spezifischer Hemmstoff 
0,1 mM weniger als 0,05 mM 
Cycloheximid 8. Chloramphenicol 
9. Menge an Ribosomen pro Thorax 5-10 Kg 230-270 /ig 
10. Anzahl Ribosomen pro Thorax (nach 5 und 9) ca. 1-3 · 101 2 ca. 40 · 101 2 
Tabelle 1 gibt eine Zusammenfassung der Eigenschaften der beiden Ribosomentypen 
aus Locusta, die mit den beschriebenen und anderen Methoden untersucht wurden. Die 
meisten der Werte deuten darauf hin, daß die mitochondrialen Ribosomen beträchtlich 
kleiner sind als die cytosolischen. Die geringere Größe scheint sowohl auf der Anwesen­
heit von kleineren RNS-Molekülen als auch auf einer geringeren Anzahl von Proteinmo­
lekülen zu beruhen, da das Verhältnis von RNS zu Protein ähnlich ist wie bei den 
cytosolischen Ribosomen. Die großen Unterschiede der Molekulargewichte beider Ribo­
somentypen erklären die beträchtlichen Unterschiede, die für die Durchmesser von ex­
tra- und intramitochondrialen Ribosomen nach Positiv-Färbung im fixierten Muskel­
schnittpräparat gefunden werden. Daß beide Partikeltypen sich bei Negativ-Färbung in 
der Größe nur wenig unterscheiden, ist nicht notwendigerweise ein Widerspruch. Mög­
licherweise sind die mitochondrialen Ribosomen weniger kompakt gebaut als die cyto­
solischen und schrumpfen daher bei der Fixierung stärker. 
Die Ribosomen mit einer Sedimentationskonstante von 60 S stellen allem Anschein 
nach einen dritten Typ neben den 70 S und den 80 S-Ribosomen dar. Sie scheinen für die 
Mitochondrien von Metazoen spezifisch zu sein und könnten sich im Lauf der Evolution 
aus dem 70 S-Typ entwickelt haben, der heute noch in den Mitochondrien von Mikroor-
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ganismen zu finden ist. Mit diesen Ribosomen haben sie die Hemmbarkeit durch 
Chloramphenicol, die Unempfindlichkeit gegen Cycloheximid sowie das Fehlen der 5-S-
RNS gemeinsam (4, 8, 12, 15). 
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